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In Vitro probiotic potential test that had been conducted before, which consist of probiotic
bacteria test  resistance toward the gastro-intestinal track pH and the bile salt concentration
shows that the strain bacteria TLA-15 and TLA-20 had potential as probiotic bacteria. An
advance test are required to fullfill the requirement as the probiotic bacteria. So that, the objective
of this research are to study the viability of lactic acid bacteria strain TLA-15 and TLA-20 at
the Rattus norvegicus GI track. At the first step of this research was added 4 106 cell/ml lactic
acid bacteria TLA-15 and TLA-20 given orally.
Key Words: Lactic Acid Bacteria, TLA-15 isolate, TLA-20 isolate, probiotik, attachment assay
ABSTRAK
Uji potensi probiotik secara in vitro yang telah dilakukan meliputi ketahanan terhadap pH saluran
pencernaan dan garam empedu menunjukkan bahwa isolat TLA-15 dan TLA-20 berpotensi
sebagai probiotik. Uji lanjutan secara in vivo diperlukan untuk melengkapi syarat isolat tersebut
sebagai probiotik. Penelitian ini bertujuan untuk mengetahui viabilitas bakteri asam laktat isolat
TLA-15 dan TLA-20 di dalam saluran pencernaan dan kemampuan perlekatannya pada sel
epitel usus tikus. Tahap pertama penelitian meliputi penambahan 4.106 sel/ml bakteri asam
laktat isolat TLA-15 dan TLA-20 pada susu skim 12,5% yang diberikan secara oral pada tikus
selama 15 hari. Hasil penelitian menunjukkan bahwa viabilitas isolat TLA-15 dalam saluran
pencernaan tikus lebih tinggi dibandingkan dengan isolat TLA-20, namun hasil analisis statistik
menunjukkan bahwa kedua isolat tersebut memiliki viabilitas rendah dalam saluran pencernaan
tikus. Berdasarkan jumlah koloni bakteri asam laktat pada usus tikus dan kerapatan bakteri
pada preparat usus tikus, dapat diketahui bahwa bakteri isolat TLA-15 dan TLA-20 mampu
melekat pada usus tikus.
Kata kunci: bakteri asam laktat, isolat TLA-15, isolat TLA-20, probiotik, uji perlekatan
Pendahuluan
Bakteri asam laktat adalah bakteri
yang dapat menguraikan gula  dan
karbohidrat lainnya serta menghasilkan
sejumlah besar asam laktat sebagai produk
akhir. Bakteri tersebut tidak mendegradasi
atau menguraikan protein. Bakteri yang
tergolong bakteri asam laktat adalah
Bifidobacterium dan Lactobacil lus
(Mitsuoka, 1990). Bakteri asam laktat telah
diketahui mampu menghambat perlekatan
dan invasi patogen pada epitel intestinal
secara in vitro. Penghambatan perlekatan
patogen berperan dalam membantu
mencegah atau mengurangi infeksi
(Matijasic dkk., 2006). Berdasarkan
penelitian Ardyati dkk. (2006), bakteri asam
laktat isolat TLA-15 dan TLA-20 berpotensi
sebagai probiotik. Bakteri tersebut diisolasi
dari susu yang diproduksi oleh Kabupaten
Tulungagung.
Probiotik mengacu pada
mikroorganisme yang mampu hidup dalam
saluran pencernaan dan menekan
pertumbuhan bakteri patogen sehingga
membantu proses pencernaan dan
meningkatkan sistem imun. Uji potensi
probiotik dilakukan berdasarkan toleransi
terhadap garam empedu pada berbagai
konsentrasi, resistensi terhadap cairan
lambung (gastric juice), kemampuan
reduksi kolesterol, toleransi terhadap pH
saluran pencernaan, kemampuan bertahan
hidup (viabilitas) dan kemampuan
berinteraksi dengan bakteri lain dalam
saluran pencernaan serta adhesi bakteri pada
sel epitel usus. Bakteri asam laktat yang
memenuhi kriteria seleksi probiotik memiliki
beberapa persyaratan yaitu mampu
memfermentasi susu baik dalam kultur
tunggal maupun kultur campuran, mampu
menghasilkan produk akhir fermentasi yang
secara organoleptik disukai oleh konsumen,
memiliki viabilitas tinggi dalam saluran
pencernaan dan resisten terhadap garam
empedu, pH saluran pencernaan dan
mikroorganisme usus lainnya, terbukti aman
dan bermanfaat, tidak terserap ke dalam
saluran pencernaan dan tidak bersifat
patogen (Jacobsen dkk., 1999).
Uji in vitro yang telah dilakukan
menunjukkan bahwa isolat bakteri TLA-15
dan TLA-20 berpotensi sebagai probiotik.
Hal ini ditunjukkan oleh beberapa karakter
sebagai berikut: Gram positif, menggunakan
laktosa sebagai sumber karbon, katalase
positif, oksidase negatif, indole positif,
tumbuh optimal pada kondisi aerob, toleran
pada pH 3, 4, 5 dan 6 serta adanya garam
empedu pada konsentrasi 0,3% dan 0,5%,
serta mampu menghambat pertumbuhan
bakteri patogen Staphylococcus aureus
(Widowati, 2005), namun belum diketahui
kemampuan perlekatannya pada permukaan
sel epitel usus. Salah satu karakter bakteri
probiotik adalah dapat terabsorbsi pada
permukaan epitel usus manusia (Lee, 2003).
Penelitian ini bertujuan untuk mengetahui
viabilitas isolat TLA-15 dan TLA-20 di
dalam saluran pencernaan serta kemampuan
perlekatan isolat tersebut pada sel epitel usus
tikus.
Bahan dan Metode
Pemberian isolat bakteri pada tikus.
Tikus dibagi ke dalam empat kelompok yaitu
blanko, kontrol, perlakuan dengan isolat
TLA-15 dan perlakuan dengan isolat TLA-
20. Tikus blanko tidak diberi skim milk
maupun inokulum bakteri TLA-15 dan
TLA-20, tikus kontrol diberi skim milk
sebanyak 4 ml tanpa penambahan inokulum,
sedangkan tikus dengan perlakuan diberi 3,6
ml skim milk yang ditambah dengan 0,4 ml
suspensi bakteri isolat TLA-15 atau TLA-
20 (mengandung 4.106 sel/ml). Pemberian
suspensi isolat pada tikus dilakukan secara
oral setiap hari selama 15 hari, selanjutnya
tikus dibiarkan selama 7 hari kemudian
dilakukan pembedahan.
Penghitungan jumlah total BAL pada
feses dan usus tikus. Penghitungan total
bakteri asam laktat dari feses tikus dilakukan
tiga hari sekali, dimulai pada hari ke-0 atau
sebelum perlakuan serta 3 dan 7 hari setelah
masa perlakuan berakhir. Sedangkan
penghitungan jumlah total bakteri asam
laktat dari usus tikus dilakukan 7 hari setelah
masa perlakuan berakhir. Jumlah koloni total
BAL dihitung berdasarkan Total Plate
Count (TPC) dengan metode pour plate
menggunakan media MRS agar.
Pembuatan preparat usus tikus dan
pengamatan. Preparat usus tikus dibuat
dengan Metode Parafin (Bancroft dan
Gamble, 2002), yang selanjutnya diwarnai
dengan Hematoksilen-eosin (Bancroft dan
Gamble, 2002) dan pewarnaan Gram
menurut Benson (2002). Selanjutnya
dilakukan penghitungan jumlah bakteri pada
penamang melintang usus tikus,
penghitungan jumlah dan pengukuran villi
usus tikus.
Hasil dan Pembahasan
Jumlah awal bakteri asam laktat yang
terdeteksi pada masing-masing feses tikus
hampir sama yaitu sekitar  107 cfu/g
(Gambar 1A). Jumlah total bakteri asam
laktat pada feses mengalami peningkatan
selama masa perlakuan hingga setelah masa
perlakuan berakhir. Viabilitas isolat TLA-
15 dan TLA-20 pada saluran pencernaan
tikus dapat diketahui melalui hasil
penghitungan total bakteri asam laktat pada
feses karena bakteri asam laktat pada
saluran pencernaan dapat terbuang melalui
feses. Bakteri asam laktat yang viabel pada
materi feses mengindikasikan bahwa bakteri
tersebut mampu bertahan dan toleran
terhadap kondisi saluran pencernaan tikus.
Isolat TLA-15 memiliki viabilitas yang
lebih tinggi daripada isolat TLA-20. Hal ini
ditunjukkan oleh jumlah bakteri asam laktat
pada feses tikus yang diberi perlakuan isolat
TLA-15 lebih tinggi daripada yang diberi
perlakuan isolat TLA-20 serta perlakuan
yang lainnya. Peningkatan jumlah bakteri
asam laktat pada feses tikus yang diberi
perlakuan isolat TLA-15 tersebut dimulai
setelah perlakuan pada hari ke 9, yaitu
mencapai jumlah 2,6.108 cfu/g, yang
menunjukkan bahwa isolat tersebut sudah
mampu beradaptasi pada kondisi saluran
pencernaan. Penambahan bakteri isolat
TLA-15 dan TLA-20 dapat mempengaruhi
mikroflora yang terdapat pada saluran
pencernaan. Kompetisi antara bakteri yang
ditambahkan dengan mikroflora saluran
pencernaan akan terjadi, baik pada awal
pemberian maupun selama pemberian
bakteri berlangsung.
Hasil penghitungan bakteri asam laktat
pada usus tikus (Gambar 1B) menunjukkan
jumlah yang tertinggi pada tikus kontrol
yaitu sebesar 1,3.107 cfu/g.
Jumlah bakteri asam laktat yang tinggi
berdasarkan hasil penghitungan
menunjukkan kandungan bakteri asam laktat
yang tinggi pada permukaan usus,
sedangkan jumlah bakteri asam laktat yang
rendah menunjukkan adanya perlekatan
bakteri pada usus. Jumlah bakteri asam
laktat pada usus tikus dengan perlakuan
isolat yang lebih tinggi daripada tikus
kontrol dan blanko dapat diartikan bahwa
tidak terjadi perlekatan bakteri, sebaliknya
bila jumlah bakteri asam laktat pada usus
tikus dengan perlakuan isolat lebih rendah
daripada tikus kontrol dan blanko, maka
terjadi perlekatan bakteri pada usus tikus.
Berdasarkan hasil penelitian dapat
diketahui bahwa kedua isolat bakteri mampu
melakukan perlekatan pada usus yang
ditunjukkan dengan jumlah bakteri asam
laktat yang rendah, sehingga dapat diartikan
bahwa bakteri melekat pada usus dan tidak
terlepas pada suspensi. Hal ini disebabkan
karena suspensi usus yang dianalisis tidak
homogen dengan larutan pengencer sehingga
hasil penghitungan bakteri asam laktat yang
diperoleh tidak menunjukkan jumlah bakteri
yang melekat pada usus, melainkan bakteri
yang terdapat pada permukaan dan tidak
melekat pada usus.
Hasil uji statistik menunjukkan bahwa
hasil penghitungan bakteri asam laktat dari
sampel usus pada masing-masing perlakuan
tidak berbeda nyata. Jumlah bakteri tidak
berbeda nyata meskipun ada penambahan
bakteri isolat TLA-15 dan TLA-20. Hal ini
menunjukkan bahwa bakteri yang
ditambahkan mampu melekat pada usus
tikus. Kedua isolat bakteri mampu bertahan
pada saluran pencernaan selama tujuh hari,
meskipun pemberian bakteri pada tikus
dihentikan. Hal ini ditunjukkan oleh hasil
penghitungan bakteri asam laktat yang tinggi
pada feses tikus pada hari terakhir
penghitungan, serta dari hasil penghitungan
bakteri pada usus tikus. Menurut Pavan dkk.
(2003), bakteri asam laktat yang berpotensi
sebagai probiotik mampu bertahan selama
beberapa hari pada saluran pencernaan.
Jumlah bakteri tersebut akan menurun
dengan cepat apabila pemberian probiotik
dihentikan, sehingga pemberian probiotik
seharusnya diberikan secara terus-menerus.
Berdasarkan hasil tersebut dapat diketahui
bahwa kedua isolat bakteri berpotensi
sebagai probiotik dan mampu melekat pada
sel epitel usus tikus.
Hasil penghitungan jumlah bakteri pada
penampang melintang usus halus tikus
menunjukkan bahwa pemberian isolat, baik
TLA-15 maupun TLA-20, memberikan
jumlah bakteri yang tinggi masing-masing
sebanyak 2809,3 sel/mm2 dan 2790,67 sel/
mm2.  Berdasarkan hasil tersebut dapat
diketahui bahwa isolat TLA-15 dan TLA-
20 mampu bertahan dalam usus tikus dan
melekat pada sel epitel usus tikus karena
jumlah bakteri asam laktat yang terdeteksi
pada sampel usus juga menunjukkan adanya
perlekatan bakteri pada sel epitel usus.
Menurut Gusils dkk. (2002), perlekatan
bakteri pada sel epitel mukosa merupakan
hasil proses pengikatan khusus antara
adhesin permukaan pada bakteri dan
reseptor mukosal pada membran sel. Proses
perlekatan bakteri berhubungan dengan
passive force,  interaksi elektrostatik,
hidrofobisitas, asam lipoteikoat dan struktur
khusus seperti external appendages (lektin)
dan polimer  ekstraseluler. Golongan
Lactobacillus diketahui melekat pada
dinding gastrointestinal tract  dengan
substansi ekstraseluler yang mengandung
polisakarida, protein, lipid dan asam
lipoteikoat. Asam lipoteikoat tersebut
berperan penting dalam perlekatan bakteri.
Perlekatan bakteri pada sel epitel usus
dapat mempengaruhi villi usus. Hasil
pengamatan preparat usus tikus yang telah
dilakukan menunjukkan bahwa pemberian
isolat pada tikus dapat mempengaruhi
jumlah dan panjang villi usus tikus (Gambar
3).
Pemberian isolat TLA-15 mampu
meningkatkan jumlah villi, namun tidak
meningkatkan panjang villi, sedangkan
pemberian isolat TLA-20 mampu
meningkatkan panjang villi namun tidak
meningkatkan jumlah villi. Peningkatan
jumlah dan panjang villi dapat ditentukan
melalui jumlah villi yang lebih banyak
daripada blanko dan kontrol, serta ukuran
villi yang lebih panjang daripada blanko dan
kontrol. Hasil analisis statistik menunjukkan
bahwa jumlah maupun panjang semua villi
dari masing-masing tikus perlakuan tidak
berbeda nyata meskipun terdapat
peningkatan jumlah dan panjang villi pada
tikus yang diberi perlakuan isolat. Kedua
isolat bakteri diketahui mampu melekat pada
usus namun belum dapat memberikan
pengaruh yang signifikan pada villi tikus.
Menurut Budiño dkk. (2005),
pemberian probiotik dapat meningkatkan
jumlah dan panjang villi usus, dan dari
beberapa penelitian sebelumnya belum ada
yang menyebutkan tentang peningkatan
lebar villi karena yang lebih ditekankan
adalah panjang villi. Peningkatan jumlah dan
panjang villi dapat memperluas daerah
absorsi makanan sehingga meningkatkan
efisiensi kerja usus dalam mencerna
makanan. Bakteri probiotik mampu
meningkatkan jumlah dan panjang villi
karena adanya invasi bakteri ke dalam villi.
Bakteri masuk ke dalam villi melalui brush
border pada mikrovilli, dimana ukuran
brush border tersebut hanya dapat dilalui
oleh golongan Lactobacillus. Adanya invasi
bakteri tersebut diduga mampu
mempengaruhi morfologi villi menjadi
memanjang dan jumlahnya meningkat.
Berdasarkan hasil penelitian dapat diketahui
bahwa kedua isolat bakteri yang digunakan
memiliki pengaruh yang berbeda terhadap
morfologi villi, meskipun tidak signifikan.
Hal ini menunjukkan bahwa masing-masing
bakteri probiotik memiliki aksi dan manfaat
yang berbeda-beda sehingga penggunaan
bakteri probiotik seharusnya tidak hanya
dari satu jenis bakteri saja, tetapi berupa
kultur campuran dari beberapa jenis bakteri
supaya mampu memberikan pengaruh lebih
optimal dan manfaat yang lebih baik.
Kesimpulan
Viabilitas bakteri asam laktat isolat
TLA-15 dalam saluran pencernaan tikus
lebih tinggi daripada bakteri isolat TLA-20,
namun hasil analisis statistik menunjukkan
bahwa kedua isolat tersebut memiliki
viabilitas rendah dalam saluran pencernaan
tikus. Berdasarkan jumlah koloni bakteri
asam laktat pada usus tikus dan kerapatan
bakteri pada preparat usus tikus, dapat
diketahui bahwa bakteri isolat TLA-15 dan
TLA-20 mampu melekat pada sel epitel usus
tikus sehingga memenuhi kriteria sebagai
probiotik.
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